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<g) Epothilone. deren Heretatlungaverf ahren aowte sie emnsltende Mittal 
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Beschreiburig 

Die Erftndung betrifft Epothiloneder folgenden ailcemeinen Formel: 




worin R" Wmenioff. Ci-OAlkyl G-C-Acyl. U\ K*. Na*. 1/2 Mg-* odcr 1/2 Ca : * bedeutet und R* 
Wisscntofl Her cine Methytgruppe dantellt. 

Ferner betrifft die Erfindung eine Epothilon. gekcnnzeichnct durch cincn odcr mehrcrc der fol^cndcn Para- 
meter: 



20 



'H-NMR.Dattn 



■»C-NMR. Oaten 



Atom 




Atom 




23 


2.4 




170 .5 


2b - 


2.52 


2 


39.1 


3 


4.19 


3 


73.2 


6 


3.2 


4 


33.0 


7 


3.78 


5 


219.9 


8 


1.73 


6 


43.3 


9a 


1.4 


7 , 


74,7 


9b 


1.52 


8 


36.4 


10a 


1.4 


9 


30J 


10b 


1.4 


10 


23.6 


1U 


1.42 


11 


27.6 


lib 


1.7 


12 


57,4 


12 


2.9 


13 


54.6 


13 


3.01 


14 


31.7 


Ma 


UU 


1$ 


76.8 


Mb 


111 


16 


137.4 


IS 


5.41 


17 


120.1 


17 


6.6 


18 


132.1 


19 


6.99 


19 


M6J 


2H 

:: # ) 


1.08 


20 


163.0 


IJ3 


IH 

22^ 


20.4 


23 


1.13 


21.6 


24 


0.93 


23 


I4,| 


23 


2.03 


24 


17.1 


26 


2.69 


23 


15.6 




26 


19.1 



•) Zpordnuflf venautchbar. 



C*H|.N0*S(493] 
j 5 FAB.MS(nef.loneti):4»i3f0r(MH)- 

UV(MeOH)W(Iogc) - 210<4.1 7): 249(3.97) 

l^:^7£s7: 1737; 1691: U63; 1374: 1295; 1257; 1 185; 1 150: 1087: 1029: 1014:979 cm- 

*° DC:Rr-0JS 

DOAIufolie 60 F ?w . Merck: Lauf miuel: 
Otchlormetlun/Methanoi - 90 : 1 
Detection: 

HPLC:R. - S.4m«n 
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SIule:4 x 250mmUchrosorbRP-l87 urn, Merck: 
FluO: 1 .3 ml/min: Uu/mittd: Methanol/ Wauer -65:35 
Deiektor:UV234nm 

Oct weiteren betrifft die r Hndung ein Epoihilon. gekennxetchnet durch einen Oder mehrere der folgenden 
Parameter: 



'H — NMROnen ' *C-NMR*Daten 

Atom Atom 



»• 


? 9? AA 
OB 


1 


170.4 

1 / UJ 




2 51 AA 


2 


39 4 


3 


4.24 dd 


3 


71.9 


6 


3.28 m 


4 


53.2 


7 


3.73 dd 


5 


219.8 


8 


1.73 m 


6 


43.1 


9a 


1,4 m 


7 


74J 


9b 


1.3 m 


8 


36j6 


10a 


1.4 m 


9 


30.9 


10b 


1.4 m 


10 


213 


iu 


1.42 m 


11 


313 


tlb 


1.7 m 


12 


6U 


12 




13 


61.7 


13 


2.8 dd 


14 


314 


Ha 


1.9 ddd 


15 


76.9 


Mb 


2.1 ddd 


16 


137.3 


15 


5.41 dd 


17 


I20j0 


17 . 


6.6 1 


18 


1511 


19 


, 639* 


19 


116.2 


21*) 


1.05 s 


20 


163.1 


22*) 


U6i 


2i # ) 
22*) 


19,7 


23 


t.15d 


213 


24 


0.92 d 


23 


137 


25 


105$ 


24 


17.1 


26 


169s 


25 


13.7 


27 


1.28 s 


26 
27 


19.0 
217 

(R'-CH,) 



•) Zuofdmifif vtrtauichbaf 



C,;H4iNO%S(507] 

FAB-MS (neg.lonen): 506.23 fur (M-H)- 
UV(MeOH>A*».(logc) - 210(4.I7):249(3J7) 

I R Film auflrt nn: 

v • 3400:2938:2931:2873: 1733: 1689: 1629: 1609: 1463: 1378: 1250: 1149: 1049:977 cm' 1 
DC:Rr-0.73 

DCAIufolie 60 F<w. Merck: Laufmittd: 
Dichlormet hart/ Methanol - 90 : 10 
Deiektion: 

I.UV-Ldschunf bei254nm 

1 Ansprilhtn mil Vtnittn/SchwrftUaure- Reagent und erhitxt auf 1 20*C braune Anfarbung 
HPLC: Rt • 6J mm 

Sluie: 4 x 230 mm Uchrosorb RP-t 8 7 urn, Merck: 
FluO; 1 -3 ml/mm: Lauf mhtel: Methanol/ Wawcr -63:33 
Detekton UV 234 nm 

Besonden bevonugi sind Epothilone mil der f olgenden Stmkturformd 
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worin R» Wasserstoff odcr Methyl bedcutcUDa* KohlcnMoffatom dcr Mcthylgruppc wird alsC27 bezcichnet). 
Fcrner bctrifft die Erfindung ein Vcrfahrcn rum Gcwinncn von Epothiloncru insbesondcre dcr voruchend 
charakicmienen Epothilone. das dadurch gckcnnzcichnci im. daO man den Siamm So cc90 DSM 6773 

— in einem Kohjenuoffqucilcn. Stickstoffquctlen und Mincrahaizc vmhaUcndcn Medium kultiviert. 

— em weder wahrend dcr K ultivicrung des Stammer odcr anvchlicUcnd em Adsorbcrharz zusctzt. 

— die Fcrmentcrbruhc abtrenm. 

- die Epoihitone aus dem Adsorbcrharz elutcn und 

- die Eluate direkt odcr ubcr weiterc Rcintgunguchrittc von dem/den Losungsmittel(n) befreit. 

- und gegebenenfalls uber Hochdruck/Nicderdruckchromatographic und/oder Umkristallisation die vcr- 
schiedenen Epothilone aufreintgt und voncinander trennu 

Gegebenenfalls kOnnen die so gewonnenen Epothilone mit gangigen chemischen Vcrfahrcn weitcr umgesetzt 
werden. z, B. mit Basen in die Alkali* und Erdaikaiisaize uberfiihrt und gegebenenfalls weiter zu Ethem umge- 
setzt werden. oder sie kOnnen mit organischen Saurcn in die entsprechenden Ester uberf uhft werden. 

Ferner bctrifft die Erfindung cin Mittcl fur den Pflanzenschutz in Landwirtschafl. Forstwirtschaft und/oder 
Cartenbau, bestehend aus einem oder mehrcren dcr vorstehend aufgefuhrten Epothilone oder eines oder 
mchrcrc dicscr Epothilone cmhaltcnd/gcgcbcncnfaMs ncben einem oder mehrercn ublichen Triiger{n) und/oder 
VcrdunnungsmiueUn). 1 

SchlicOlich bctrifft die Erfindung ein therapeutisches MitteL das insbesondcre cytotoiischc Aktivitaten em- 
wickeln und/oder Immunsupression bewirken kann. bestehend aus einem oder mehrcren der vorstehend aufge* 
fuhnen Epothilone oder eines oder mehrcrc dicser Epothilone enthaltend. gegebenenfalls neben einem oder 
mehrercn Ublichen TrSgertn) und/oder VcrdunnungsmitteKnV 

1m folgendcn wird die Erfindung an hand von Beispielen und experiment cllen Oaten naher eriautcrt. 

Produktionsstamm 

Stamm Soce90 wurde im luli 1985 an der Gescllschaft fur Biotcchnologische Forschung (GBF) aus emer 
Bodenprobe von den Ufern des Zambesi. Sudafrika. isoliert. Dcr Stamm ist bei dcr Dcutschcn Sammlung von 
Mikroorgani*men<DSM)unter Nr. 6773 hintericgu 

Stammkultur und morpholog ische Beschreibung: Oer Stamm wachst auf Cellulose als einziger Kohlenstoff- 
und Energiequelle mil KNOi als einzigc Stickstoffquelle. z. B. auf Filterpapier Ober ST2I Mineralsalzagar (0.1% 
KNOi: 0.1% MgS04 * 7 HjO: 0.1% CaOj * 2 H-O: 0.1% KjHPO*: 0.0!% MnS04 x 7 HjO: 0.02% FeOi: 
0.002% Hcfeeitrakt: Standard*Spurene!ememl0surig: 1% Agar). Auf diesem Medium werden dunkelrotbraune 
bis schwarzbraune FruchtkOrper gebildct. bestehend aus klctnen Sprangiolcn (etwa 15 bis 30 urn Ourehmesser) 
in mehr oder weniger groOen dichten Haufen und Paketen. 

Der Stamm wachst sehr gut mit Glucose und KNOi. z. B. auf CA2Agar (Grundmedium: 1.5 g Agar in 92 ml 
Aqua dest: StammlOsung I ; 7.3% KNOi. 7.5% K : HP04 in Aqua dcst.:StammidMing 2: 1.5% MgSO* * 7 in 
Aqua dest.: StammlOsung 3: 0.2% Catii * 2 H A 0.15% FeOi in Aqua dest: StammlOsung 4: 20% Glucose m 
Aqua dest. Die StammlOsungen werden durch Autoklavieren stcnlisicn. I e I ml der LOsungen I bis 3. sowie 5 ml 
der Losung 4 werden dem Grundmedium zugegeben. cbenso einc gectgnetc Menge emer Spurenelementio- 

,U D f ie vegetativen Stibchen habeti fur Sorangium typischen Form (relativ derbe. im Phasenkontrastmikroskop 
dunkle. zylindrischt Stabchen mil breit abgenindcten Enden. im Mittcl 3-6 um lang und I urn dick). Nach 
lingerer Adaptation an das Wachstum in Fliissigmedien wachst der Stamm in homogener Zellsuspension. 

Dcr Stamm So cc*> produziert chemisch nahe verwandte Verbindungen. die antibiotische Aktivitat besuzen. 
Insbesondert find diese Verbindungen cytotoaisch sowie antifungal wirksam, Hervorzuheben ist z. B. die Hem- 
mung von Mucor hiemlis. 

Produktion der biologisch aktiven Verbindungen 

Die Verbindungen werden wahrend der logarithmischen bis hin zur stationaren w «hstum^hasc produzieru 

Erne typische Fermentation verliuft folgendermaOen: Ein 'W'/"^ 
Starke: 0-2% Glucose: 0.2% Soyamehl: 0.2% Hefeeztrakt: 0.1% MgSO ; nt £0: 8 mg/l ^DTA pH 7.4) 
gefiillL Beimpft wird mit 101 einer im gleichen Medium jedoch 

Schuttelkolbcn angezogenen Vorkultur (160 upm, 30*0 Fermentien w.rd bet 32'C mit emer Kutefff^Mbr 
keit von . MOupm und emer Beluftung vonO.2 NLprom 1 und Std. der pH-Wert wird durch Zugabt *on KOH be. 
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7.4 gehalten. Die Fermentation dauert 7 - 1 0 Tage . Die gebildeten aktiven Verbindungen bcfindcn jich teils im 
Oberstand und teils in den Zellen. 

Alternativ dazu kann in Cegenwart von Adtorberharzen (z, 0. XAD-I 180. Rohm und Haas. 2-5*b) fermen. 
lien werden. 

Isoliemng von Epothilon A und B 

Wihrend der Fermentation von Sorangium cellulosum So ce90 (z. B. 70 1 Fermemationsvolumen) in Cegen- 
win eines Adsorberharzes (Z.B.: XAD-1180. Rohm und Haas. 2% v/v) werden die gebildeten Aniibiouka 
Epothilon A (Abb. I) und B (Abb. 2) vollstandig an das Han gebunden. Nach Abirennung der KulturbrttheCt B. 
dutch Absieben in emem ProzeOfilter) wird das Harx mit 3 Bettvolumen Wasser gewaschen und mu 4 Bettvolu- 
men Methanol eluien. Die vereinigten Eluate werden im Vakuum bis auf den Wassergehalt emgeengt und 
dreimal mit je 02 I Ethylacetat cxtrahien. Die vereinigten Ethylacetateitrakie werden aur Trockne emgeengt 
(ca. 40 g Trockengewicht). m _ m _ . 

Der Roheitrakt wird in 50 ml Methanol aufgenommen und an Uchroprep RP»I8 25-40 um (Slule: 
400 x 100 mm: FluO: 200 ml/mm: Merck Prepbar) isokratisch mit Methanol/Wasscr 6/4 chromatographies Die 
Epothilone enihahenden Fraktionen <R, ca. 95-125 min) werden durch RPI8 Niederdruckchromatograph.e 
aufgcreinigt. (Slule 400 x 60: HD.SiM8-20.60. Ubomatic: Uufmittel: Methanol/Wasser 65/35: FluO 25 ml/ 
min: R, Epothilon A: 1 40- 1 65 min; R« Epothilon B: 1 70- 1 95 min. 

Die Feinreinigung der Epothilone erfolgt durch Kristallitation aus 

1. Epothilon ArToluol/Ethylacetat -3:2 
1 Epothilon B: Ethylacetat 

Epothilon A 

C M H»NO*S(493) 

FA B-MS (neg. lonen): 429.25 fur(M-H)- 
'H-NMR-Oatens.Tab.1 
»»C-NMR.Datens.Tab.2 
UV(MeOH)JU«,(logc) - 210(4.17): 249(3.97) 

v^3W 29: 2966^2937: 1737: 1691: 1463: 1374; 1295: 1257; 1 185; 1150: 1087: 1029: 1 01 4: 979 cm" 1 
DC: Rp- 0.75 

DOAlufolie 60 F;vk Merck: Uufmittel: 
Dichlormethan/ Methanol - 90 : 10 
Detektion:I.UV.Uschungbei254 nm 

2. Ansprtlhen mit Vanillin/Schwefelsaure-Reagenz und crhiucn auf 1 20 # C. braunc Anfarbung 
HPLORi - 5.4 min 

Slule:4 x 250mmUchrosorbRP-18 7um.Merck: 
FluO: I J ml/min: Uufmittel: Methanol/Wasser - 65 : 35 
Detcktor:UV254 nm 

Epothilon B 

OrH4iNO*S(507] 

FAB-MS (neg. lonen): 506J5 fflr(M — Hp 
• H — NMR-Dtten s. Tab. I 
'KT-NMR.Dateni.Tab.2 
UV(MeOH)XiM,(IOie) - 210(4.1 7); 249(197) 

l^iTol U »S3!:»73: 1735: 1689: 1629: 1609: 1463: 1378: 1250: 1 149: 1049:977 cm- 
DC:Rr-0J5 

DOAlufolie 60 F?**. Merck; Uufmittel: 
DicWormethany Methanol - 90 : 10 
Detcktiom 

iSKJS^^^ erhit " aur 1 2rC braune Anflfbun « 

HPlXiRi -*Jmin . 

SIultt4 x 250 mm Lichrosorb RP-18 7 um. Merck: 

Flufl: 14 ml/min: Uufmittel: Methanol/Wasser - 65 : 35 

Detektor:UV254nm 
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Tabeile I 

> H - NM R-Datcn der Epoihilonc A und B 

Mom A 0 

2a 
2b 
3 
6 
7 
8 

9a 

9b 
10a 
10b 
Ma 
11b 
12 
13 
Ma 
Mb 
IS 
17 
19 
2H 
22*) 
23 
24 
25 
26 
27 

') Zuordnunf vertauwhbtr 



2.4 dd 


2.22 dd 


242 dd 


243 dd 


4.19 dd 


4.24 dd 


Mm 


3.28 m 


iJ 0 0<J 


1 75 dd 


1.73 m 


I,/ j m 


1.4 m 


1.4 m 


142 m 


Urn 


1.4 m 


1.4 m 


1.4 m 


1.4 m 


1.42 m 


1.42 m 


Urn 


1.7 m 


2.9 ddd 




3.01 ddd 


24 dd 


145 ddd 


1.9 ddd 


2.11 ddd 


2.1 ddd 


5.41 dd 


5.41 dd 


641 


6.6 1 


6.991 , 


6.99S 


1.08 s 


1.05 s 


USs 


146 s 


I.ISd 


I.ISd 


0.93 d 


0.92 d 


105i 


2.05 s 


249$ 


249S 




1.26 s 



4) 



ii 



6S 
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Tftbeilt 2 

' >C- NMR-Dnen der Epoihilont AundB 



Atom 


A 


B 


i 
i 


t 7A * 


1704 


2 


TO t 


39.4 


J 




725 




<* A 

9 J JO 


53J 


t 

3 


7 10 0 


2 19 J 


c 

9 


^ JW 


43.1 


J 


74 7 


74.3 


a 
5 


JO.* 


36\6 


9 


7A7 


30J9 


to 


2X6 




It 


27j6 


32J 


12 


57.4 


6IJ 


13 


54* 


61J 


14 


31J 


314 


IS 


76JB 


765 


16 


137.4 


1373 


17 


120,1 


120J0 


18 


152.1 


1511 


19 


U6J 


1IU 


20 


I65J0 


1611 


21 ♦) 


20.4 


19J 


22*) 


2\A 


213 


23 


14.1 


13J 


24 


17.1 


17.1 


25 


1SJ6 


' 117 


26 


(9.1 


19J0 


27 




22J 


•) Zuordminf vcnauicfcbsr 





PtteflunsprOcht 

I. Epoihilont der allftmemen Formal: 



10 



IS 




4S 



__ t R.W.mn«oftC-a.A.k,tC,-a.Ac^ 
Wiwmott «kr enw Mtthytfnjppt dmttlli. 
1 EpotiuloM dff tUf rnttntn Form*: 



y 

•i • 
> • 




Rt Wautntoff odcr Mtihyl «l 
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1 Epothilon. gekennzeichnet durch eincn oder mehrere der folgcnden Parameter: 



•H-NMR.Oaifft 




)attn 


Atom 




Atom 




*m 




1 


1705 


5k 
«D 


7 47 


2 


39.1 




4 10 


3 


73.2 


O 


1 7 


4 


510 




\ 7A 
J./0 


5 


219.9 


a 
9 


1 M 


6 


433 


Q« 
"1 


• 4 


7 


747 


OK 


47 
J* 


8 


36.4 


lua 


i 1 
13 


9 


307 


10b 


1.4 


10 


234 


i a 


1 17 
1.4 J 


11 


27j6 


lib 


17 


12 


57.4 


12 


23 


13 


54 A 


13 


3.01 


14 


317 


14a 


tJBS 


IS 


76J 


Mb 


2.11 


16 


137,4 


15 


141 


17 


120.1 


17 


6.6 


18 


1511 


19 


639 


19 


U6J 


21*) 


1.08 


20 


1610 


22*) 


U5 


in. 

22*) 


204 


23 


1.15 


214 


24 


0.93 


23 


14.1 


25 


2.05 


24 


17.1 


26 


2.69 


25 : 

26 


154 

19.1 



*) Zuordmmf venauichbar. 

C»Hi.NO»S(493] 

FAB*MS (neg. lonen): 49Z25 fflr(M-H)" 
UV(MeOH))*u.(l0f c) - 2 10 (4.1 7): 249 (3.97) 

IRFttmauf irtran: 

v: 3429: 2966: 2937: 1737: 1691: 1463: 1374; 1295: 1257: 1 185; 1 150: 1087: 1029: 1014:979 cm-' 
DC:Rr-075 

DGAlufolte 60 Fn*. Merck: Uufmit tel: 
Dichtormethan/ Methanol - 90 : 10 
Detektion: 

1. UV-Uschufif bei 254 nm 

2. Anspruhen mil Vanilin/Schwcfeiaure- Reagent und erhiucn auf 1 20* C. braune Anfar bung 
HPLCRi - 14 mm 

Slulc: 4 m 250 mm Uchrosorb RP-18 7 urn. Merck: 

FluO: 1-5 ml/mm: Laufmittel: Meihanol/Wasicr - 65 : 35 

Dettktor:UV254nm J 

4. Epothilon. gekenngeiehnet durch etnen oder mehrere der folgenden Parameter: 
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•H-NMR.Oitcn l( C-NMR*Olitfl 
Atom Atom 



2a 


122 dd 


1 


170 J 


2b 


153 dd 


2 


39.4 


3 


4.24 dd 


3 


719 


6 


3.28 m 


4 


512 


7 


3.75 dd 


5 


2193 


8 


1.73 m 


6 


411 


9a 


1.4 m 


7 


74J 


9b 


lim 


8 


36j6 


tOa 


1,4 m 


9 


305 


tOb 


1.4 m 


to 


215 


Hi 


1.42 m 


11 


313 


lib 


1.7 m 


12 


6U 


12 




1 J 


61 1 
91 J 


13 


18 dd 


14 


314 


Ma 


1.9 ddd 


IS 


7W 


Mb 


2.1 ddd 


16 


137 J 


IS 


5.41 dd 


17 


120.0 


17 


6.6s 


18 


1511 


19 


6.99 s 


19 


U6J 


21 •) 
22*) 


1.03 s 


20 


1611 


U6.I 


in 

22 # ) 


I9J 


23 


USd 


21.5 


24 


0.92 d- 


23 


117 


25 


2.05 s 


24 


17.1 


26 


2.69 s 


23 


15J 


27 


1.28 s 


26 
27 


19.0 
217 
(R'-CH,) 



*) Zwordnung vt nttnchbif 

C w H4iNO*S(507] 

FAB-MS(neg. loncn): 506J3 fQr(M-H)" 
UV(MaOH)3U„(l0f C) - 21 0(4.1 7): 249 (3.97) 

l R J n 34(»"»58?»31:287S: 1735; 1689: 1629: 1609: 1463: 1378: 1250: 1 M9: 1049:977 cm' 1 
DC:Rr-0JS 

DC- Alufolit 60 F*vfc Merck: Lauf mittel: 
DichlormetRan/Methanoi - 90: 10 
Detektton: 

I.UV.Lfischunf bei254nm f _ 

1 Anspruhtn mit Vamlin/Schwef thlurt-Rcagtm und errmit auf 1 20*C braune Anflfbung 

HPLC:R, - 6Jmm 

Siulei4 k 250 mm Lichrosorb RM8 7 urn. Merck: 
FluB: 13 ml/mm; Uufmmcl: Methanol/Wasser - 65 : 35 
Detcktor:UV254nm 

i Vtrfahrtfi sum HtrtttUcn von Epotmlonen nacn einem dcr voranstehenden Ansprttche . dadurch gekenn- 

- entveder wshrtnd dcr Kultmenmi des Siammes oder anschheOend em Adsorberharx tusettt 

- die Fenrwrnerbriihe abtrtrmu 

- die Epothttoot aus dem Adsorberharx eiuicrt und 

- dk KmedStkt Oder uber wettere Reiniftrntsschritte von dem/den I*™*™* dlt 

- ^inti^rans aber Hocho^Nirterdruckchromaiofraphtt und/oder UmkmtaUisauon dte 



- und feftoeneniaus ooer noowywnwwm.^ 
mettrtrtf dicwr Epothilon* cmhalicmt je|tb«itfifiUi n«b«i eintm odtr mehrtrtn uwwwn 

9317*6369 '. 



' DE 41 38 042 Al ' 



1 •mmpMtW» Mind, du in t b«omler« cytotoiisch* AkiivUlten CT, ^*™ Bd '^™^^ 
od«r dtmEpoihiloiw cnthahwd. f e»tb«ntnfilli neben euiem oder mehrertn OMwhen Trlf «t<n) und/odcr 
VerdOnmmfimiueVnl 



P 

l/r.. 



to 



14 



It 



10 



93176369 
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50. degree, and the reaction mixt. was adjusted to pH 7 with 1 M 

2 isomers, each in 19% yield. 



50. degree, and the reacti 
phosphate buffer to give 
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